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SARDINHA, Fernanda Nazario, M.S.,Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Junho de 2010. Analise de dois protocolos de eletroporacdo em

ovocitos bovinos. Professor orientador: Angelo José Burla Dias.

Resumo: A eletroporacdo consiste na aplicacdo de um campo elétrico, com o
objetivo de formacéo de poros transitorios na matriz lipidica e aumento temporario
na permeabilidade da membrana plasmatica. Nesse trabalho foi avaliado o efeito de
dois tratamentos de eletroporacdo em placa, sobre o tempo de reestruturacdo da
membrana plasmética, ocorréncia de partenogénese e a viabilidade celular, medida
pela taxa de indugcdo quimica da partenogénese em ovdcitos bovinos maturados in
vitro. As eletroporagbes foram realizadas em meio contendo trealose 290 mM e
sulfato de magnésio 0,1 mM, sendo que no tratamento 1 (T1) foram utilizados dois
pulsos de 130V, com duracdo de 50 pus cada, enquanto no tratamento 2 (T2) os
ovocitos foram expostos a cinco pulsos de 150V, com duragdo de 3us cada. O
tratamento T2 resultou em maior percentual de ovdcitos permeabilizados apds a
eletroporacdo que o tratamento T1 (80 e 70%, respectivamente), porém com um
maior tempo de reestruturacdo da membrana plasmética. A eletroporacéo elevou os
indices de partenogénese nos grupos tratados em comparacdo com o controle, de
forma significativa (T1 26,25%, T2 28,75%, controle 2,5%, respectivamente). Maior
viabilidade celular foi observada em ovdcitos de T2 que nos de T1 (50% e 27,5%),
respectivamente, porém ambos o0s tratamentos resultaram em diminuicdo da
viabilidade celular quando comparados ao controle (76,25%). O tratamento T2
apresentou melhores resultados que o T1, porém ambos os tratamentos induziram o
aumento da taxa de partenogénese e reducdo do desenvolvimento embrionario. A
eletroporagdo se mostrou um meétodo pratico e eficaz para induzir a abertura de
poros na membrana plasmatica de ovocitos bovinos. Diante dos resultados obtidos
faz-se necesséario avaliar parametros mais adequados para eletroporacdo de
ovoécitos bovinos, de forma a permitir a abertura de poros transitorios sem

comprometer a capacidade de desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave: eletropermeabilizacdo, poros transitorios, ovacitos bovinos



SARDINHA, Fernanda Nazario, M.S.,Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. June, 2010. Analysis of two electroporation protocols in bovine
oocytes. Advisor: Angelo José Burla Dias.

Abstract: Electroporation involves the application of an electric field with the goal of
formation transient pores in the lipid matrix and temporary increase the permeability
of the plasma membrane. In this study, the effects of two treatments of
electroporation were evaluated over the time of plasma membrane restructuring,
occurrence of parthenogenesis and cell viability, measured by the rate of chemical
induction of parthenogenesis. The electroporations were performed in medium
containing 290 mM trehalose and 0.1 mM magnesium sulfate, and in the treatment 1
(T1) were performed two pulses of 130V and 50 us lenght, while in treatment 2 (T2)
oocytes were exposed to five pulses of 150V and 3us lenght. Treatment T2 resulted
in a higher percentage of oocytes permeabilized after electroporation than treatment
T1 (80 and 70% respectively), however more time was required to restructure the
plasma membrane. Electroporation increased the rates of parthenogenesis in the
treated groups compared with control, significantly (T1 26.25%, T2 28.75%, control
2.5%, respectively). Highest cell viability was observed in T2 oocytes than T1 oocytes
(50% and 27.5%) respectively, but both treatments resulted in a decrease in cell
viability when compared to control (76.25%). Electroporation can be a tool for
introduction of molecules in bovine oocytes, however should evaluate other

combinations of parameters that provide the most gametes viability.

Key-words: electroporation, transient pores, bovine oocytes



Lista de Abreviaturas

A23187 - londforo de calcio

CCO - Complexo cumulus oophorus

CHX - Ciclohexamida

6-DMAP - 6- dimetilaminopurina

FSH - Horménio Foliculo Estimulante

HV - Alta Voltagem

IP - lodeto de propideo

LH - Horménio Luteinizante

PBS - Solucao salina fosfatada tamponada

PVA - Alcool polivinilico

T1- Tratamento 1 (2 pulsos no modo HV, 130 V por 50 ys de comprimento de pulso)
T2 - Tratamento 2 (5 pulsos no modo HV, 150V por 3 ys de comprimento de pulso)
MPF - Fator promotor da maturacao

SNK - Student-Newman-Keuls
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1- INTRODUCAO

A eletroporacao € uma técnica utilizada na biologia celular para transferéncia
de genes, RNA, proteinas, moléculas extracelulares, hibridizacdo de células, terapia
génica, quimioterapia e como via de aplicacdo de medicamentos (ROLS & TEISSIE,
1998; TEISSIE et al, 2005). Apesar de essa técnica possuir inameras
aplicabilidades, o mecanismo através da qual ela atua e seu efeito sobre a
viabilidade celular ainda ndo estio totalmente elucidados (ROLS & TEISSIE, 1998;
TEISSIE et al, 2005). Sugere-se que essa bioferramenta atue por meio de um
campo elétrico que induz um aumento do potencial transmembrana acima do limiar
critico de permeabilizacdo, provocando uma alteracdo da membrana, enquanto o
campo elétrico se mantém elevado, resultando na formacéo de poros temporarios.
Assim que esse decresce, a membrana se reorganiza. A viabilidade celular é
preservada, mas a estrutura e as propriedades fisiolégicas da membrana s6 séo
recuperadas apés algumas horas (TEISSIE et al, 2005).

Raras sdo as informacfes sobre a utilizacdo desse método em ovécitos
bovinos, assim como protocolos especificos para esses gametas. E dificil ainda
precisar quais sao 0os melhores parametros para a introducdo de macromoléculas,
sem gue isso acarrete prejuizo da viabilidade celular. A técnica pode apresentar
alguns inconvenientes como, a deformacao da célula, o desarranjo dos fosfolipidios
de membrana (TEISSIE et al, 2005), a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(KOO et al., 2008), e o alto custo do aparelho. No entanto, essa técnica possui
vantagens como a alta reprodutibilidade e facilidade de execucdo (SCHMOTZER,
2002). Além disso, esta ferramenta apresenta grande potencial para ser utilizada em
protocolos de criopreservacdo de gametas femininos (FRANCO e DIAS, 2006), em
protocolos de ativacdo partenogenética, em laboratérios de reproducdo e
preservacao de recursos genéticos.

Trabalhos preliminares constataram que a introducdo citoplasmatica da
trealose por meio da eletroporacdo resultou em um efeito benéfico sobre a
criopreservacdo de ovocitos bovinos maturados in vitro (FRANCO e DIAS, 2006).
Com relagdo a ativacdo partenogenética, foi descrito que os estimulos elétricos
promovem maior taxa de clivagem em ovdcitos suinos quando comparado com
protocolos quimicos utilizando etanol e 6-DMAP (> 70% e < 50%, respectivamente)
(LEAL & LIU, 1998).



Devido as inumeras aplicacbes e a grande falta de informagBes sobre
mecanismo de acdo da eletroporacdo sobre os ovécitos bovinos (TEISSIE et al,
2005) realizou-se esse trabalho com objetivo de avaliar o efeito de dois protocolos
de eletroporacéo sobre a viabilidade celular, taxa de inducédo da partenogénese e o
tempo de reestruturacdo celular, visando contribuir para a incorporacdo da técnica

em laboratérios de reprodugdo animal.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1-Eletroporacéo de ovocitos

A eletroporagdo é uma técnica recente e existe uma grande falta de
informagdo a respeito desse assunto (TEISSIE et al, 2005). O trabalho de
permeabilizacdo de células exige que alguns parametros sejam avaliados para
garantir a introducdo das macromoléculas para o interior do ovocito e, a0 mesmo
tempo permita a preservacdo da viabilidade celular (TEISSIE et al, 2005). Esses
parametros sdo: campo elétrico, voltagem, comprimento, nimero e duragdo de
pulsos, temperatura e condutividade da solucdo (ROLS e TEISSIE, 1998). O campo
elétrico (kV/cm) varia de acordo com a voltagem aplicada as células e com a
distancia entre os eletrodos do equipamento de eletroporacdo (CATALADO et al,
1998). Em geral, o campo elétrico utilizado para transformar células de mamiferos é
de 0,25-3kV/cm (CHANG et al, 1992). A voltagem necessaria para promover a
formacao dos poros € inversamente proporcional ao tamanho da célula, logo células
com diametros maiores, como 0s ovOcitos, exigem menores voltagens para garantia
da sobrevivéncia.

O comprimento do pulso deve ser regulado de acordo com a condutividade do
meio, quanto maior for a condutividade do meio, menor devera ser o comprimento
do pulso. Por sua vez, a condutividade do meio varia de acordo com o contetudo
ibnico da solucdo. Quanto menor o conteudo ibnico, menor sera a resisténcia do
meio e melhor seréa a sua condutividade. O ideal € que a solugdo apresente minimo
conteudo ibnico, pois apresentara caracteristicas como alta condutividade e baixa
resisténcia. Ademais, a eficiéncia dessa biotécnica pode ser prejudicada ao se
utilizar solugdes contendo cétions bivalentes. Esses possuem a propriedade de
estabilizar a membrana e aumentar os indices de partenogénese, dificultando a
formacao transitoria dos poros (NEUMANN et al., 1982) e de embrides viaveis.

A temperatura é outro fator importante para a viabilidade celular durante e
apos a eletroporacdo. A maioria dos protocolos é feita a temperatura ambiente, e
posteriormente, as células sdo incubadas no gelo. Esta biotécnica induz um
aumento temporario da temperatura, que pode causar sérios danos a célula. Esse
problema pode ser contornado ao usar uma solucdo de pouco conteudo ibnico,

pulsos curtos e baixo campo elétrico (TEISSIE et al, 2005).



O tempo de incubacdo € outra varidvel que merece consideracdo, e esse,
logicamente, ir4 variar de acordo com o tempo que 0s poros permanecem abertos
(ANDREASON & EVANS, 1989).

Varios autores sugerem que diferentes mecanismos governam o transporte
de moléculas e ions durante e apds o pulso elétrico. Apesar do transporte durante o
pulso ocorrer basicamente pela eletroforese e parcialmente pela difusédo, o
transporte apds o pulso ocorre predominantemente pela difusdo (PUC et al., 2003).
O transporte de ions e moléculas continua por segundos ou até mesmo por minutos
apos a eletroporacéo, até que a membrana celular se recupere completamente, ou
até que se atinja a concentracao de equilibrio de ions e moléculas entre o exterior e
o interior da célula. Ao contrario, a condutividade da membrana, que € elevada
durante o pulso, retorna ao valor proximo do inicial muito mais rapido, milissegundos
apos a exposicado (SCHMEER et al., 2004; PAVLIN et al., 2007).

Pucihar et al. (2008), ao trabalhar com células de ovario de hamster chinés,
avaliaram o papel da amplitude e da duracdo do pulso sobre células isoladas ou
sobre o conjunto de células presente em uma suspensdo, além do transporte
molecular utilizando como marcador o iodeto de propideo. Ao submeterem células
isoladas a um pulso de 1ms de comprimento com diferentes amplitudes (350, 500,
650, e 800V; correspondendo respectivamente a 700, 1000, 1300 e 1600 V/cm,
respectivamente) observaram mudancas na fluorescéncia, que foi monitorada em
um intervalo de 8s. Um lento aumento na fluorescéncia, refletindo o transporte de IP

para dentro da célula, foi detectado apés a aplicacdo do pulso na amplitude de 500V
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2.2.- Uso da trealose no meio de eletroporacao

A trealose é um dissacarideo de glicose, encontrado em varios organismos
capazes de tolerar a desidratacdo. E considerada um crioprotetor ndo penetrante,
atoxico e que possui alta temperatura de transicao vitrea (-30 °C), a qual permite
estabilidade em ampla faixa de temperatura e aumento da capacidade de
transformacao vitrea (EROGLU et al., 2002).

Esta substancia participa da estabilizacdo de membranas celulares durante o
congelamento e descongelamento (NICOLA et al., 1999; EROGLU et al., 2000), e
promove protecdo tanto contra os efeitos deletérios da desidratagdo excessiva de
macromoléculas e estruturas celulares de diversos organismos da natureza
(CROWE et al.,, 1992) quanto contra agentes oxidativos, protegendo as células e
especialmente as membranas (HERDEIRO et al., 2006). Alguns pesquisadores,
apos estudos de dindmica molecular, propuseram que a interacdo entre a trealose e
a membrana fosfolipidica acontece preferencialmente através de pontes de
hidrogénio, que se tornam mais intensas a medida que o sistema perde agua.
Entretanto, ndo se pode precisar ainda, se a trealose substitui a 4gua presente nas
células em seu estado ndo desidratado, ou a aprisiona, impedindo que seja
eliminada para o meio durante a desidratacdo que ocorre durante o processo de
criopreservacdo (SOARES & SILVA, 2008).

Franco e Dias (2006) realizaram a eletroporacdo de ovécitos bovinos em
solucéo de trealose utilizando 3 a 5 pulsos, com voltagem que variou de 130 a 250 V
e comprimento de pulso de 3 a 5 us para a permeabilizacdo da membrana
ovocitaria. O tratamento que obteve melhor viabilidade e integridade de membrana
plasmatica (60%) foi com o uso de 5 pulsos, de 150 V e 3 pys de comprimento.
Hastenreiter (2006, dados n&o publicados) obteve 80% de retorno ao volume
isotdnico e 29% de integridade de membrana dos ovécitos bovinos maturados in
vitro, com o uso de 8 pulsos de 150 V e comprimento de 50 ps, em solucéo de

trealose.

2.3-Tempo de reestruturacao celular

O restabelecimento da integridade da membrana plasmatica apés a

eletroporagdo é um dos parametros chave que influenciam n&o somente a



viabilidade celular, mas também a quantidade de solutos captados pelas células
eletroporadas (SHYRAKASHY et al., 2002). ApGs a eletroporacdo, a extensao da
permeabilizacdo da membrana plasmatica diminui em funcdo do tempo, sendo que
sua reestruturacdo é muito mais lenta que a formacédo dos poros (TEISSE et al,
2005). Os mecanismos de recuperagao ainda sao desconhecidos (WEAVER et al,
2003), mas sabe-se que alguns fatores governam essa recuperagcao como a energia
elétrica remanescente, a temperatura (e a flutuacdo de temperatura), e a
composi¢cdo da membrana (WEAVER et al, 2003). Existe também uma dependéncia
linear entre o tempo de permeabilizacdo celular e a duracdo do pulso elétrico e o
numero de pulsos (ROLS e TEISSIE, 1998).

Shyrakashy et al. (2002), ao avaliarem o tempo de restabelecimento de
células Sp2 de mieloma, através da cinética de captacdo de iodeto de propideo,
medida pela citometria de fluxo, verificaram que ap6s 10 minutos da eletroporagéo a
membrana plasmatica encontrava-se novamente impermeével a esse marcador.

Outro dado importante € que a permeabilizacdo irreversivel, e consequente
morte celular, também ocorre em um percentual de células eletroporadas, sendo que
esse percentual aumenta conforme o campo elétrico se eleva acima de 3 k\/tcm
(SHYRAKASHY et al., 2002).

2.4- Viabilidade ovocitaria ap6s eletroporacéao

A viabilidade pode ser avaliada pela morfologia ovocitaria (LONERGAN et al.,
2001), pela citometria de fluxo utilizando um marcador impermeével & membrana
como o iodeto de propidio (MUSSAUER et al, 2001), pela ativacdo partenogética de
ovécitos maturados (LIU & MOOR, 1997; WANI, 2008), pela determinacdo da
atividade mitocondrial (THOUAS et al., 2004), pelas taxas de fertilizacdo in vitro e
consequente pelo desenvolvimento embrionario e finalmente pela prenhez e
habilidade de produzir uma cria (LONERGAN et al, 2001; MIKKELSEN &
LINDENBERG, 2001).

Ovdcitos viaveis, sem nenhuma anormalidade s&o classificados como Grau |,
apresentam citoplasma claro, com textura uniforme e granulos finos e homogéneos,
0 primeiro corpusculo polar redondo ou ovlide com a superficie lisa e o espacgo
perivitelino com tamanho normal. Os ovdcitos podem apresentar anormalidades

extracitoplasmaticas, como o primeiro corpusculo polar fragmentado ou enrugado,



ou um grande espaco perivitelino, ou anormalidades citoplasmaticas, como
citoplasma escuro, granular ou com corpos refrataveis. Os ovoécitos com uma
anormalidade sado classificados como Grau Il, enquanto os ovocitos com duas
anormalidades séo classificados como Grau Il (MIKKELSEN & LINDENBERG,
2001). Ovacitos MIl com anormalidades morfolégicas sao geralmente associados
com uma diminuicdo no potencial de fertilizacdo, clivagem e desenvolvimento até
embrides viaveis (MIKKELSEN & LINDENBERG, 2001).

A viabilidade dos ovocitos também pode ser mensurada pela exposicao
dessas células ao iodeto de propideo, um marcador fluorescente impermeavel a
membrana celular e que se liga ao DNA (THOUAS et al.,, 2004). A emisséao de
fluorescéncia aumenta fortemente quando esse corante esta ligado a proteinas e
acidos nucléicos (PUCIHAR et al., 2008). Dessa forma, ovocitos que emitem
fluorescéncia vermelha séo considerados danificados, enquanto aqueles que néo
emitem a fluorescéncia séo considerados viaveis (MUSSAUER et al, 2001).

Ja a ativacao partenogenética é uma ferramenta Util para acessar a qualidade
dos ovdcitos maturados in vitro, especialmente em suinos, j4 que a fertilizagdo in
vitro, nessa espécie, ndo € um bom critério para avaliar a maturacéo citoplasmatica
devido as altas taxas de polispermia (LIU & MOOR, 1997).

As mitocondrias dos ovocitos sao reguladores fisiologicos do
desenvolvimento embrionario inicial e sdo locais onde podem ocorrer insultos
patolégicos que podem afetar a viabilidade celular e o subsequiente desenvolvimento
embrionario (THOUAS et al., 2004). A associacdo do fenbmeno da morte celular
com as mitocondrias aumentou o interesse nessa organela, especialmente por ter
sido reconhecido que ela apresenta um papel crucial na apoptose, dessa forma
técnicas foram desenvolvidas para estudar as mitocondrias em células intactas
utilizando fluorocromos lipofilicos catibnicos (SANTOS et al., 2003). Vérios
fluorocromos como o 10-N- nonil- laranja de acridina, iodeto de
dimetilodicarboxicianina, a rodamina 123 e o JC1 sao utilizados para estudar o
comportamento das mitocondrias, incluindo aspectos como a massa mitocondrial, o
potencial de membrana mitocondrial, a distribuicdo de mitocondrias na célula, e a
atividade das glicoproteinas-P (SANTOS et al., 2003).

O desenvolvimento da citometria de fluxo e da microscopia confocal tem

acelerado tais trabalhos, porém os fatores que governam o acumulo de fluorocromos



em varios compartimentos da ceélula ndo sdo ainda bem compreendidos,
complicando a interpretacao dos resultados.

Outra maneira de avaliar a qualidade de um ovécito é determinada pela sua
habilidade em ser fertilizado, se desenvolver até o estagio de blastocisto,
estabelecer uma prenhez e finalmente gerar uma cria (LONERGAN et al., 2001).
Mais de 60% dos ovocitos imaturos ndo atingem o estagio de blastocisto, e esta
falha provavelmente esta relacionada a qualidade intrinseca do ovocito no inicio da
maturacdo (LONERGAN et al., 2001). As condicdes de cultivo podem influenciar a
cinética do desenvolvimento inicial (LANGENDONCKT et al., 1997), mas o0s
principais fatores que controlam esse parametro sdo intrinsecos do ovdcito
(BREVINI-GANDOLFI et al., 2000; LONERGAN et al., 2000), do espermatozoide
(COMIZZOLI et al., 2000; WARD et al., 2001), ou de ambos.

A Vviabilidade celular ap6s a eletroporacdo depende ndo somente da
reestruturacdo da membrana celular, mas também de outros fatores, incluindo o
papel de processos ativos (CHEN et al, 2006) e a composicdo do meio de
eletropermeabilizacdo (SHYRAKASHY et al, 2002). A eletroprotecdo mediada pela
trealose melhora a sobrevivéncia de células mamiferas a curto e longo prazo
(MUSSAUER et al, 2001), sendo que a substituicdo do inositol pela trealose produz
um aumento do valor do LEsy, (campo elétrico no qual 50% das células séo
irreversivelmente eletroporadas), de 2k\/cm no inositol para 4k\VV/cm na trealose
(SHYRAKASHY et al, 2002). Isso provavelmente ocorre pela rigidez da membrana
plasmatica induzida pela trealose através de ligac@es tipo pontes de hidrogénio com
as cabecas de fosfolipideos (BARDOS-NAGY et al, 2001).

2.5- Ativacédo partenogenética

Os ovocitos sdo ovulados no estagio de metafase Il (MIl) e permanecem
nesta fase da divisdo celular até que sejam fertilizados por um espermatozéide ou
ativados partenogeneticamente (PERECIN et al., 2007). A fertilizacdo ou ativacao
partenogenética recupera a habilidade do ovécito em continuar o ciclo celular
(resolucdo da meiose), ao induzir uma seérie de mudancas morfolégicas e
fisiologicas, nomeadas como ativacdo (TALMOR-COHEN et al., 2002).

Quando um espermatozodide penetra em um ovOcito em estagio de metéfase

I (Mll), acarreta uma seérie de modificagbes celulares e bioguimicas, como



oscilacdes no Ca' intracelular; exocitose de granulos corticais; fosforilagdo e
defosforilagdo de proteinas reguladoras do ciclo celular, concluséo da meiose,
formacao dos pro nucleos e divisdo celular (PERECIN et al., 2007). A elevacédo dos

niveis de Ca*? intracelular inibe a defosforilagdo da P34

quinase, a qual reduz a
atividade do Fator Promotor de Maturacdo (MPF) e ativa o ovdcito.

Os ovocitos também podem ser ativados artificialmente através de
tratamentos quimicos via elevacdo do Ca*? citoplasmatico para inibir a atividade do
MPF (SHEN et al., 2008). Collas et al. (1993) trabalhando com ovécitos bovinos
demonstraram que a ativacao elétrica também é possivel, através de um Unico pulso
elétrico, cuja a atividade da MPF quinase apresenta uma queda transitéria ou
através de multiplos pulsos, os quais provocam a completa supressdao da MPF-
quinase, mimetizando o processo de fertilizacao.

A ativacdo da partenogénese pode ser usada como uma ferramenta para
avaliar a qualidade dos ovdcitos, para producdo de citoplasmas Uteis para a
clonagem embrionaria e para estudos da influéncia da ploidia e da influéncia
genotipica parental no desenvolvimento de animais (LIU & MOOR, 1997). A ativacéo
artificial dos ovdcitos tem sido induzida em varias espécies por agentes quimicos,
incluindo iono6foros de célcio, estrdncio, etanol, ciclohexamida, ionomicina, 6-
dimetilaminopurina (6-DMAP), entre outros (LIU & MOOR, 1997, MEO et al., 2009).
Dentre os varios agentes utilizados para a ativacdo partenogenética, a ionomicina
(CHE et al., 2007) , o estrébncio (CUTHBERTSON et al., 1981), o pulso elétrico, o
etanol e os ionéforos de célcio (SHEN et al., 2008) promovem uma elevacdo do Ca*?
intracelular, ja o 6-dimetilaminopurina (6-DMAP; SUSKO-PARRISH et al., 1994) inibe
a fosforilacdo de proteinas e a atividade do MPF, enquanto a ciclohexamida inibe a
sintese de proteinas. O 6-DMAP afeta a organizacdo dos fusos da placa metafasica
e acelera a progressdo do ciclo celular (MEO et al., 2007) quando comparado ao
estroncio, que é considerado um tratamento mais fisiolégico que promove pulsos
periédicos de célcio intracelular semelhante a fertilizacdo no camundongo (BOS-
MIKICH et al.,, 1995). No entanto, maior taxa de formagdo de pro nucleos foi
observada (p<0.05) ao utilizar 6-DMAP (43,2%) do que estréncio (39,1%) (MEO et
al.,2009). Shen et al. (2008), trabalhando com clonagem animal obtiveram maior
taxa de formagdo de blastocistos ao utilizar o ionéforo de célcio A23187 combinado
com 6-DMAP (51,6%) do que o tratamento de ciclohexamida (CHX) e citocalasina B

(14,3%) e obtiveram taxas de blastocistos semelhantes entre ovocitos reconstruidos



e ativados através de pulsos elétricos (30,5%) versus A23187 (42,2%) ou através de
A23187 (36,7%) versus ionomicina (33,3%) combinados com 6-DMAP,
respectivamente.

A ativacdo da partenogénese pode também ser induzida por estimulos
elétricos e tem sido amplamente utilizada em estudos de transplante nuclear com
fins de iniciar o desenvolvimento nuclear dos embrides transplantados (LIU &
MOOR, 1997; SHEN et al., 2008). O efeito de um Uunico pulso elétrico com diferentes
campos elétricos e duracdes sobre a formacédo de pro nucleos em ovécitos suinos
foi estudado anteriormente (PRATHER et al., 1991;PROCHAZA et al., 1992; SUN et
al., 1992), enquanto o trabalho de Ozil (1990) em coelhos estabeleceu que a
frequéncia dos pulsos determina o desenvolvimento subseqiiente dos partenotos.
Liu & Moor (1997) verificaram que a taxa de clivagem, analisada 24 horas apds o
estimulo elétrico, foi menor utilizando um Unico pulso (52,2%) ou 3 pulsos com
intervalo de 1s (57,1%) do que 3 pulsos com intervalo de 5 minutos (78,8%, P 0,05).
Além disso, ap0s 72 horas de cultivo in vitro, o desenvolvimento até o estagio de 4
células ou mais foi muito maior no tratamento com 3 pulsos com intervalos de 5
minutos entre eles do que um Unico pulso.

Existem outros fatores que afetam o desenvolvimento partenogenético, como
o tempo de maturacdo dos ovocitos, o periodo de tempo entre a eletrofusédo e
ativacdo quimica e o conteuddo do meio de eletroporacdo (LIU & MOOR, 1997,
SHEN et al., 2008). A taxa de clivagem, apds 24 horas de cultivo, de ovocitos suinos
eletro-estimulados em meio a base de manitol foi significativamente maior nos
ovocitos maturados por 53-54h do que nos ovécitos maturados por 48-49h (79,8 vs.
37,2%), no entanto, em meio a base de inositol, ndo houve influéncia da idade dos
ovOcitos sobre a taxa de clivagem in vitro (LIU & MOOR, 1997). Esses mesmos
autores observaram que em ovOcitos jovens (maturados por 48 horas) o meio
contendo inositol foi mais favoravel para o desenvolvimento partenogenético que o
meio contendo manitol (58,3 vs. 37,2%). Além disso, verificaram que na auséncia de
fons Ca*® e Mg *2 nos meios de eletroporagdo os percentuais de clivagem foram
semelhantes a ativagdo espontanea em ovocitos suinos (15%). Semelhantemente
Koo et al. (2008), compararam diferentes concentracdes de Ca+2 no meio de
eletroporagéo (0; 0,05; 0,1mM) e observaram taxas de clivagem (70,7%, 87%,

88,9% respectivamente), formacéo de blastocistos (8,2%, 20,2%, 20%) e formacéo



de espécies oxigénio reativas (11,1%, 14%, 15,8%) mais elevadas nos meios
contendo maior concentracao de Ca+2.

Estudos recentes tém demonstrado que o desenvolvimento de ovocitos
reconstruidos é significativamente melhor quando os nudcleos de células doadoras
séo fusionados e expostos aos citoplasmas de ovdcitos recipientes por varias horas
antes do tratamento de ativacédo (SHIN et al., 2001; AKAGI et al., 2003; CHOI et al.,
2004; SHEN et al., 2008).

A ativacdo também pode ocorrer de forma espontanea. Lechniak et al. (1997)
observaram a ativacdo espontanea em 9,5% dos ovdécitos bovinos maturados in vitro
e 0s partenotos apresentaram diferentes estagios de desenvolvimento (2 a 8
blastdmeros). A andlise citogenética desses partenotos revelou que 62,5% exibiam
um cromossoma dipléide normal, enquanto os outros 37,5% apresentavam varias
anormalidades de ploidia: aploidia (25%), triploidia (4.2%) e tetraploidia (8,3%).

As condicdes de cultivo in vitro para os ovocitos sao diferentes das condicdes
do trato reprodutivo feminino. Sob condi¢des in vitro, 0s ovocitos sdo expostos a
uma variedade de estimulos fisicos e quimicos que podem desestabilizar o bloqueio
da meiose e resultar em partenogénese (LECHNIAK et al.1997).

Em ovdcitos partenogeneticamente ativados, o segundo corpusculo polar
pode ser extrusado e um partenoto haploide se desenvolve. Se a segunda divisdo
meidtica ndo ocorre, um partenoto diploide é formado (HAGEMANN et al.,1995). O
tipo de partenoto formado depende do estimulo de ativacdo, da sua intensidade, da
idade do ovdcito pés-ovulacdo, e das condi¢cdes de ativacdo (osmolaridade, pH,
temperatura do meio de cultivo) (LECHNIAK et al.1997).



3- MATERIAL E METODOS

3.1- Obtencé&o dos complexos cumulus oophorus:

Os complexos cumulus oophorus (CCO) foram obtidos a partir de ovarios
oriundos de matadouros no municipio de Campos dos Goytacazes, entre outubro de
2008 e maio de 2009. Os ovarios foram transportados até o laboratério em solugéo
fisiologica (NaCl 0,9%) estéril contendo penicilina e estreptomicina, a temperatura
ambiente.

Apenas
foliculos ovarianos com diametro de 2 a 8 mm foram aspirados. Os CCO
recuperados foram transferidos para uma gota de meio de manipulagédo (meio 199-
Hepes, soro fetal bovino a 5%, penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina 100 pg/mL),
onde se efetuou a avaliacdo e classificacdo dos mesmos. Somente aqueles

classificados como Grau | e Il (DE LOSS et al. 1989), foram utilizados.
3.2- Maturagéo in vitro:

Os CCO selecionados foram transferidos para gotas de 100 uL de meio de
maturacdo (LH 5ug/mL, FSH 0,5ug/mL, soro fetal bovino 10%, penicilina 100 Ul/mL
e estreptomicina 100 ug/mL, em meio 199 bicarbonatado), sob 6leo mineral. Cada
gota, contendo aproximadamente 20 CCO, foi mantida em estufa com umidade
saturada, temperatura de 38,5 °C e atmosfera de 5% de CO,, por 22 horas. ApGs a

maturacdo, os CCO foram distribuidos aleatoriamente entre os tratamentos.

3.3- Eletroporacéo:

Os ovécitos foram desnudados de forma mecanica por meio de sucessivas
pipetagens com auxilio de pipeta calibrada para 120 pL, em PBS suplementado com
PVA 0,1%. Em seguida os ovocitos foram lavados em gotas de 150ul de meio de
eletroporagéo (trealose 290 mM, sulfato de magnésio 0,1 mM) e transferidos para
uma placa de eletroporacdo (BTX 450) contendo 200ul desse mesmo meio. A
concentracdo de trealose e sulfato de magnésio presente na solucdo de
eletroporacgéo foi semelhante a descrita no manual de eletroporagdo BTX (2001). A
eletroporacéo foi realizada em um eletromanipulador (ECM 2001, BTX), utilizando-se

dois diferentes tratamentos: 2 pulsos no modo alta voltagem (HV), 130V por 50us de



comprimento de pulso (T1) (MENG et al., 1997) e 5 pulsos no modo HV, 150V por 3
ps de comprimento de pulso (T2) (FRANCO & DIAS, 2006).

3.4- Cultivo in vitro

Os ovdécitos foram lavados e transferidos para gotas de 100yl de meio de
cultivo (meio 199 bicarbonatado, acrescido de soro fetal bovino 10%, penicilina 100
Ul/mL e estreptomicina 100 ug/mL), cobertas por éleo mineral, a 38,5°C, com 5% de
CO; por um periodo de 7 dias. Apés 72 h de cultivo foi realizada a substituicdo de

75% da gota por meio novo.

3.5- Avaliacdo do tempo de reestruturacdo da membrana celular:

ApGs a eletroporacéo, ovocitos de T1 e de T2 foram colocados em condigbes
de cultivo in vitro, onde permaneceram por 30, 60 ou 90 minutos. Como controle, 0s
ovécitos de ambos os tratamentos foram analisados cinco minutos apds a
eletroporacdo. Para cada tratamento foram feitas quatro repeticdes, com 20 ovOcitos
cada, perfazendo um total de 640 ovécitos avaliados. ApOs cada um dos tempos
supracitados, os ovécitos foram submetidos a marcacao fluorescente com iodeto de
propidio (IP), uma molécula com peso molecular de 668 Da, ndo permeavel a
membrana plasmatica, para avaliar o intervalo de tempo necessario para o0
fechamento dos poros da membrana induzidos pela eletroporacdo. Para isso o0s
ovacitos foram transferidos para solucao de iodeto de propidio (10ug/mL, em PBS),
por dez minutos, ao abrigo da luz. Em seguida foram lavados em PBS acrescido de
PVA 0,1%. Os ovocitos foram colocados sobre lamina e observados com auxilio de
um microscopio de fluorescéncia (TE 300, Nikon), sob aumento de 400x. Ovocitos
que emitiam fluorescéncia vermelha (marcados pelo IP) foram considerados como

apresentando poros abertos na membrana plasmatica.



TABELA 1: Tratamentos utilizados para a avaliacdo do tempo de reestruturagao

celular
Tratamentos Total
de

C1- Controle Ovacitos submetidos a eletroporacao(2 pulsos,HV-

130V por 50us) sem cultivo in vitro 80
T1- 30’ Ovdcitos submetidos a eletroporacao(2 pulsos,HV-

130V por 50us) com cultivo in vitro/ 30’ 80
T1- 60’ Ovdcitos submetidos a eletroporacao(2 pulsos,HV-

130V por 50us) com cultivo in vitro/60’ 80
T1-90' Ovdcitos submetidos a eletroporacdo(2 pulsos,HV-

130V por 50us) com cultivo in vitro/ 90’ 80
C2- Controle Ovdécitos submetidos a_eletroporacao(5 pulsos, HV-

150V por 3 us) sem cultivo in vitro 80
T2- 30 Ovécitos submetidos a _eletroporacao(5 pulsos, HV-

150V por 3 ys) com cultivo in vitro/30"' 80
T2- 60’ Ovdécitos submetidos a_eletroporacao(5 pulsos, HV-

150V por 3 ys) com cultivo in vitro/60' 80
T2-90' Ovdcitos submetidos a eletroporacao(5 pulsos, HV-

150V por 3 uys) com cultivo in vitro/90' 80
Total de CCO 640

3.6- Avaliacado da inducéo fisica da partenogénese:

Para determinar se ambos os tratamentos promoveram a inducéo fisica da
partenogénese, apds a eletroporacdo os ovécitos foram colocados em condi¢des de
cultivo in vitro por sete dias. Como controle, ovOcitos maturados in vitro que néo
foram submetidos a eletroporacdo, foram mantidos nas mesmas condicdes de
cultivo in vitro que os ovQcitos eletroporados. Foram considerados ativados
partenogeneticamente ovoécitos que apresentaram ao menos uma clivagem no

periodo de cultivo in vitro.



TABELA 2: Tratamentos utilizados para a avaliacdo da inducdo fisica da

partenogénese

Tratamentos Total de
CCO

C p- Controle Ovacitos maturados in vitro, seguido de cultivo in

vitro/ 7 dias 80
T1-p Ovocitos  submetidos a  eletroporacéo(2

pulsos,HV- 130V por 50us) seguido de cultivo in

vitro/ 7 dias 80
T2-p Ovécitos submetidos a eletroporacdo(5 pulsos,

HV- 150V por 3 us) seguido de cultivo in vitro/ 7

dias 80
Total de
CCO
avaliados 240

3.7- Determinacéao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pela indugcédo quimica da partenogénese.
Os ovocitos foram distribuidos de forma aleatéria entre os tratamentos (T1, T2 e
controle). A inducéo quimica foi realizada apés a eletroporagéo, exceto nos ovocitos
do grupo controle, que foram expostos a ativacao quimica, logo apés a maturacao in
vitro. Foram realizadas quatro repeticbes, com 20 ovdcitos cada, perfazendo um
total de 240 ovdcitos avaliados.

A inducdo da
partenogénese foi realizada segundo Wang et al. (2008). Resumidamente, 0s
ovocitos foram incubados em meio 199 contendo 7% de etanol, durante 5 minutos,
em temperatura ambiente. Em seguida foram lavados em gotas de 100uL de meio
de cultivo, e entédo foram transferidos para uma gota contendo 6- dimetilaminopurina
(6-DMAP) 6 mM, em meio de cultivo, onde foram mantidos em incubadora com
umidade saturada, temperatura de 38,5°C e 5% de CO,, por trés horas. Depois, 0s
ovocitos foram lavados, transferidos e mantidos em meio de cultivo por sete dias
para avaliagdo das taxas de clivagem. Foram considerados ativados

partenogeneticamente aqueles que atingiram, ao menos, a primeira clivagem.



TABELA 3: Tratamentos utilizados para a avaliacao da viabilidade celular

Tratamentos Total de
CCO

C v- Controle Ovocitos maturados in vitro, seguido de

inducdo quimica da partenogénese 80
T1l-v Ovdécitos submetidos a eletroporacdo(2

pulsos,HV- 130V/ 50us) seguido de indugao

guimica da partenogénese 80
T2-v Ovocitos submetidos a eletroporacéao(5

pulsos, HV- 150V/ 3 us) seguido de indugéo

guimica da partenogénese 80

Total de CCO
avaliados 240

3.8- Tratamento estatistico dos dados

A analise dos dados foi executada avaliando-se previamente a normalidade
dos dados pelo teste de Liliefors, os dados normais foram analisados pela Analise
de Variancia Anova 1 fator ou pelo teste Anova fatorial 4 x 2 , seguidos pelo teste
pos hoc de Tukey com 5 % de confiabilidade. Os dados ndo normais foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis, seguido pelo teste p6s hoc
de Student-Newman-Keuls (SNK) com 5% de confiabilidade.



4- RESULTADOS

4.1- Avaliacdo do tempo de reestruturacdo da membrana celular:

Em ambos os
tratamentos houve uma reducgdo gradativa do numero de ovocitos marcados pelo
iodeto de propidio, conforme o aumento do tempo de cultivo in vitro. O tratamento T2
apresentou maior numero de ovoécitos marcados pelo IP em todos os tempos de

cultivo in vitro, quando comparado ao T1 (Tabela 4).

Tabela 4- Percentual médio e nimero de ovdcitos (n) eletroporados marcados com
iodeto de propidio apés diferentes tempos de cultivo in vitro

Tratamento/Tempo
de cultivo 5 30° 60’ 90’ Total

T1- % média (desvio) 70%*  35%™ 250"  15%%*  36,25%
(n° ovécitos marcados/  (56/80) (28/80) (20/80) (12/80) (116/320)

n° ovocitos avaliados)

T2- % média (desvio) 80%%®  70%°®  64%® 50%"®  65,94%
(n° ovécitos marcados/  (64/80) (56/80) (51/80) (40/80) (211/320)

n° ovAcitos avaliados)

a,b Médias seguidas de letras minusculas diferentes nas linhas, diferem (P<0,05)
entre si pelo teste de Tukey e A,B médias seguidas de letras maiusculas diferentes
nas colunas, diferem (P<0,05) entre si pelo teste de Tukey.

4.2- Inducdo fisica da partenogénese:

Ambos os tratamentos de eletroporagdo promoveram a inducdo da
partenogénese, sem que houvesse diferenca (P>0,05) entre eles, pelo teste de
Student-Newman-Keuls (26,25% T*% e 28,75 T%). A taxa de partenogénese no

grupo controle foi de apenas 2,5%.



Tabela 5- Percentual médio de inducéo fisica da partenogénese e niumero de

ovacitos clivados (n) nos diferentes tratamentos

Tratamentos Taxa de inducéo fisica Total de CCO (n°
da partenogénese % (desvio) clivados/n°analisados)
C p- Controle 2,50%? 2/80
T1-p 26,25%" 21/80
T2-p 28,75%" 23/80
Total 46/240

A,B médias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas, diferem entre si
pelo Student-Newman-Keuls, a 5%.

4.3- Efeito da eletroporacéo sobre a viabilidade celular

A  viabilidade
celular foi determinada pela induc&o quimica da partenogénese. Foi observado que
ovacitos de T2 apresentaram maior viabilidade celular que os de T1 (50% e 27,5%,
respectivamente). No entanto, ambos os tratamentos de eletroporacdo causaram
uma reducéo significativa (P > 0,05) da viabilidade ovocitaria quando comparados ao

tratamento controle, o qual apresentou taxa de partenogénese de 76,25%.

Tabela 6- Percentual médio de inducao quimica da partenogénese e nimero de

ovécitos clivados (n) nos diferentes tratamentos

Tratamentos Taxa de indugdo quimica Total de CCO (n°
da partenogénese % (desvio) clivados/n°analisados)
C p- Controle  76,25%? 61/80
T1-p 27,5%° 21/80
T2-p 50%" 40/80
Total 46/240

A,B médias seguidas de letras minusculas diferentes nas colunas, diferem entre si
pelo Student-Newman-Keuls, a 5%.



5- DISCUSSAO

Este trabalho objetivou avaliar o efeito de dois protocolos de eletroporacdo em
ovocitos bovinos sob a viabilidade celular, taxa de inducdo da partenogénese e
tempo de reestruturacdo celular, sendo este trabalho e resultados inéditos. A
eletroporagdo é uma técnica recente, com diversas finalidades (ROLS & TEISSIE,
1998; TEISSIE et al., 2005; CHEN et al., 2006), porém pouco se sabe a respeito dos
seus efeitos nas células (TEISSIE et al., 2005). Ela € uma ferramenta util para
introducdo de macromoléculas nas células, sendo que trabalhos preliminares em
nosso laboratério constataram que a internalizacdo da trealose por meio da
eletroporacdo promoveu um efeito benéfico sobre a criopreservacdo de ovocitos
maturados bovinos, sendo que, 60% dos ovécitos tratados apresentaram viabilidade
e integridade de membrana apdés a desvitrificacdo (FRANCO & DIAS, 2006).

No presente trabalho foram obtidos resultados semelhantes para os T2,
porém os T1 apresentaram prejuizo da viabilidade celular. Esses resultados podem
estar relacionados ao comprimento do pulso e a presenca da trealose na solucéo de
eletroporacdo. Mussauer et al. (2001) também verificaram que eletroprotecao
mediada pela trealose melhora a sobrevivéncia de células mamiferas a curto e longo
prazo em comparagcdo com outro acgucar, o inositol). A trealose se liga através de
pontes de hidrogénio com as cabecas de fosfolipidios, promovendo uma rigidez da
membrana plasmatica e conferindo maior protecao a célula (BARDOS-NAGY et al.,
2001).

A escolha da duracdo, comprimento e voltagem dos pulsos utilizados no
presente trabalho foi baseada em experimentos prévios executados em noSSO
laboratorio (FRANCO & DIAS, 2006) e dados da literatura (MENG et al, 1997).

A introducdo citoplasmética de macromoléculas pode ser realizada por
diferentes técnicas. A eletroporacdo apresenta maior facilidade de execucédo que
métodos como a injecdo intracitoplasmatica (EROGLU et al., 2002; 2003; Younis et
al, 2009), ao passo que pode ser tdo simples quanto a utilizacdo de técnicas como o

desbalanco osmatico (Satpathy et al, 2004), a proteina hemolitica recombinante
(Eroglu et al, 2000) a ultra-sonografia (Zhang et al, 2009), e a endocitose de fase

fluida (Wolkers et al, 2001). As técnicas de injecao intracitoplasmatica exigem maior

habilidade do manipulador, enquanto a proteina hemolitica recombinante pode



ocasionar protedlise celular, j& o desbalan¢co osmotico e a endocitose de fase fluida
exigem grande tempo de incubacédo das células, o que ndo é desejavel, além disso,
estas causam prejuizo da viabilidade celular. Como a eletroporagéo apresenta maior
reprodutibilidade, controle, eficiéncia (MULLER et al, 2001) e facilidade de execucao
(SCHMOTZER, 2002), ela apresenta grande potencial para ser utilizada em
laboratérios de reproducao e preservacao de recursos genéticos (FRANCO e DIAS,
2006).

Os pulsos elétricos aplicados ao sistema induzem a permeabilizacao
reversivel da membrana plasmatica (GOLZIO et al ,2009), porém ainda ndo se tem a
informagdo precisa de quanto tempo 0s poros permanecem abertos. NOSS0S
resultados permitiram observar que o tempo de abertura dos poros induzidos pela
eletroporacdo foi dependente do numero, duracdo dos pulsos e da voltagem
aplicada, ou seja, de acordo com o tratamento utilizado, e os poros foram se
fechando com o passar do tempo de cultivo. A duragdo dos poros transitorios pode
variar ainda com o tipo de membrana celular, niveis de ATP, os ions presentes na
solucéo de eletroporacédo ( GOLZIO et al ,2009), a temperatura, e a funcionalidade
do citoesqueleto (GEHL, 2003). Enquanto a abertura dos poros acontece em
segundos, a reestruturacdo da membrana ocorre em uma faixa de minutos, variando
com os parametros de eletroporacéo utilizados (GEHL, 2003). Assim como Rols &
Teissie (1998) relataram que a intensidade do campo elétrico (kV/cm) e do niumero
de pulsos podem elevar o percentual de células permeabilizadas e a eficiéncia de
permeabilizacdo a moléculas grandes e pequenas, também observamos o0 mesmo,
ja que havia um maior nimero de ovocitos de T2 marcados com o iodeto de
propideo apds a eletroporacdo, mostrando que o tratamento foi capaz de
desestabilizar a membrana plasmatica desses gametas. No entanto, ovocitos
submetidos a esse mesmo tratamento (T2) apresentaram maior tempo de
reestruturacdo da membrana plasmatica que os de T1, o que néo € desejavel, pois a
viabilidade celular esta diretamente relacionada com a reestruturacdo da membrana
plasmatica. A velocidade de fechamento dos poros variou com os diferentes

tratamentos, sendo que o T1 apresentou uma velocidade maior que o T2. Esperava-
se, portanto, que os ovdcitos T1 apresentassem maior viabilidade celular que os de

T2, porém isto ndo foi constatado. Tem que se ponderar que o maior tempo de

abertura dos poros também esta diretamente relacionado com maior captacao de



solutos por parte da célula, e como os T2 apresentaram maior grau de
permeabilizagdo que os T1, isto pode estar relacionado com maior captagdo de
trealose por parte dos ovécitos T2. A trealose possui acdo antioxidante, protegendo
as células e especialmente as membranas (HERDEIRO et al., 2006), assim é
possivel que esse efeito benéfico tenha contribuido para a maior viabilidade dos
ovocitos T2 quando foram submetidos ao teste de inducdo quimica da
partenogénese.

Alguns pesquisadores relataram que o fechamento dos poros de células
eletroporadas acontece com 10min, 15min, ou até mesmo horas apés a
eletroporacdo (SHYRAKASHY et al., 2002; TEISSE et al., 2005), porém como as
pesquisas nessa area sao recentes, feitas com diferentes células, tratamentos ou
meios de eletroporacao, dificulta-se tracar um paralelo de comparacédo e chegar a
uma conclusdo a respeito dessa questdo. Ambos os tratamentos do presente
trabalho ndo indicam qual seria o tempo de cultivo ideal para que houvesse o total
fechamento dos poros, assim, futuros experimentos com maior tempo de cultivo,
serdo necessarios para se estabelecer essa informacéo. Apés 90 minutos de cultivo,
50% dos ovécitos de T2 e apenas 15% dos ovécitos de T1 apresentavam poros
abertos. Considerando que a reestruturagdo da membrana esta diretamente
relacionada com a viabilidade, preconiza-se que os poros se fechem o quanto antes.

Contraditoriamente no teste utilizado em nosso experimento para acessar a
viabilidade (inducdo quimica da partenogénese), ovécitos de T2 apresentaram maior
viabilidade celular que os de T1 (50% e 27,5%, respectivamente). Esses resultados
podem indicar que o ponto crucial para a garantia da viabilidade celular ndo seja
necessariamente a permanéncia dos poros abertos por um periodo de tempo maior,
mas sim o tamanho do poro formado pela eletroporacédo, o que pode levar a perda
de componentes intracelulares.

O tamanho dos poros formados pode estar relacionado com o comprimento
do pulso. Nemec (1986) relatou que o comprimento de pulso esta diretamente
relacionado com a viabilidade celular, e provavelmente isto esta relacionado a
formacao de poros maiores ou menores.

Os resultados do presente trabalho juntamente com os dados da literatura
(NEMEC et al, 1986;FRANCO & DIAS, 2006; PUCIHAR et al., 2008) sugerem que
guanto maior o numero de pulsos, maior o numero de poros formados, ao passo que

guanto maior a voltagem aplicada, maior a intensidade, ou grau de penetracdo dos



pulsos. O comprimento do pulso pode estar relacionado com o raio do poro formado,
pois em nosso trabalho, quando os ovécitos foram submetidos a maior voltagem e
maior namero de pulsos, houve um maior grau de permeabilizacdo das células,
enguanto o maior comprimento dos pulsos estaria relacionado com maior perda da
viabilidade celular, provavelmente devido a maior perda de componentes
intracelulares. Futuras pesquisas de biofisica transmembrana séo necessérias para
a garantia de uma maior fundamentacéo dessa hipotese.

A ativacdo partenogética de ovécitos maturados € uma ferramenta valida para
acessar a maturacdo citoplasmatica e a viabilidade dos ovocitos (WANI, 2008).
Ambos os tratamentos foram prejudiciais a viabilidade celular quando comparados
ao grupo controle (76,25%), no qual ovécitos maturados foram apenas ativados
guimicamente. Além disso, a permeabilizacdo excessiva e irreversivel, pelo uso de
fortes pulsos elétricos, pode causar perda de componentes intracelulares e morte
celular (GEHL, 2003).

Apesar de permitir a permeabilizacdo da membrana plasmatica, a
eletroporacédo pode ser um agente fisico desencadeador da partenogénese (WARE
et al., 1989), por induzir oscilagdes intracitoplasméticas dos niveis de calcio, de
forma semelhante ao que acontece durante a fertilizacdo (LORCA et al., 1993). No
presente trabalho ambos os tratamentos de eletroporagdo promoveram a elevacéo
da taxa de partenogénese de forma semelhante (26,25%- T1 e 28,75- T2), ndo
sendo detectada diferenca significativa (P > 0,05) entre eles, enquanto a taxa de
partenogénese no grupo controle foi, aproximadamente, dez vezes menor (2,5%)
gue nos grupos eletroporados.

Provavelmente, ambos os tratamentos foram capazes de elevar os niveis de
Ca'? de forma semelhante, que por sua vez inibiram a defosforilagcdo da P34
quinase, a qual reduziu a atividade do Fator Promotor da Maturacédo (MPF) e ativou
0s ovocitos. Collas et al. (1993) ao trabalharem com ovdcitos bovinos, também
demonstraram que a ativacdo elétrica é possivel, através de um Unico pulso elétrico,
ou através de mudltiplos pulsos, porém observaram que a freqiéncia dos pulsos é
que tem um papel crucial na determinacdo dos indices de partenogénese dos
ovocitos ativados fisicamente. Esses resultados levam a crer que as taxas de
inducéo da partenogénese foram semelhantes entre os tratamentos, pois em ambos,
o intervalo de tempo entre os pulsos foi semelhante, acarretando oscilagbes dos

niveis Ca+2 de forma parecida. No caso de utilizagdo dos ovdécitos para um



programa de criopreservacdo,a inducdo da partenogénese pela eletroporagéo se
constitui uma desvantagem, porém em programas de ativacdo partenogenética, ela
se constitui uma vantagem. Assim, para programas de criopreservacao, o ideal seria
tratamento com o menor intervalo possivel entre os pulsos.

O pequeno indice de partenogénese encontrado no grupo controle é natural e
provavelmente se deve aos componentes e condicdes do meio de cultivo. indices
similares também foram encontrados por outros pesquisadores, sendo que Lechniak
et al. (1998) observaram uma taxa de ativacdo espontanea maior, 9,5% dos ovocitos
maturados in vitro. Essa diferenca provavelmente esta relacionada as diferentes
condicdes e aos meios de cultivo. As condi¢des de cultivo in vitro para 0s ovOcitos
sao diferentes das condi¢cdes do trato reprodutivo feminino. In vitro, os ovocitos sao
expostos a uma variedade de estimulos fisicos e quimicos que podem desestabilizar
o bloqueio da meiose e resultar em partenogénese (LECHNIAK et al.1997).

Nossos resultados também demonstram que a indugdo quimica da
partenogénese em ovocitos bovinos foi mais eficiente que a inducao fisica, e isso
provavelmente esta relacionado aos diferentes mecanismos de atuacdo dos
protocolos. Esses resultados sdo condizentes com aqueles descritos em pesquisas
de clonagem bovina, nos quais o pulso elétrico utilizado para a fusdo do ooplasma
receptor com a célula doadora tem se mostrado um ativador pouco eficiente e
incapaz de desencadear uma adequada ativacdo, que suporte o subsequente
desenvolvimento de embrides bovinos reconstruidos (COLLAS et al, 1993,
CHEONG et al; 2002).

A ativacao elétrica e a quimica possuem diferentes mecanismos de atuacao,
sendo que a quimica leva a uma formacédo de pro nucleos mais rapida e um declinio
mais lento do MPF (LEAL & LIU, 1998). Vale a pena ressaltar, que apos a ativacao
elétrica a extrusdo do segundo corpusculo polar tipicamente ocorre (LEAL & LIU,
1998), diminuindo a formacdo de células diploides; ja a ativacdo por 6-DMAP em
ovocitos bovinos e ovinos resulta na formagdo de um pro nucleo sem extrusdo do
segundo corpusculo polar (Susko-Parrish et al.,, 1994 ;Ledda et al., 1996).
Provavelmente, a formacdo de partenotos dipldides, por meio da ativacdo quimica,
seja o fator preponderante para obtencdo dos maiores indices de partenogénese,
em relacdo a ativacao fisica mediada pela eletroporacgéo.

Mayes et al. (1995) observaram que ao usar um outro inibidor de proteina

quinase, 0s ovocitos foram ativados, mas nédo progrediram além do estagio de 4



células, demonstrando que o inibidor de quinase, como o 6-DMAP, pode induzir
alguns, mas ndo todos os eventos relacionados a ativagcdo ovocitaria.

No presente trabalho somente foram obtidos embrides até o estagio de 8
células, e 0 uso do 6-DMAP pode estar relacionado com esses resultados. Outro
fator que pode ter contribuido para o baixo indice de desenvolvimento embrionario
foi a baixa qualidade dos ovocitos utilizados devido a efeitos ambientais ocorridos

durante o periodo experimental.



6-CONCLUSAO

A eletroporacdo se mostrou um método pratico e eficaz para induzir a
abertura de poros na membrana plasmatica de ovdcitos bovinos. O tratamento T2
apresentou melhores resultados que o T1, porém ambos os tratamentos induziram o
aumento da taxa de partenogénese e reducdo do desenvolvimento embrionario.
Diante dos resultados obtidos faz-se necessério avaliar parametros mais adequados
para eletropermeabilizacdo de ovdcitos bovinos, de forma a permitir a abertura de

poros transitorios sem comprometer a capacidade de desenvolvimento embrionario.
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ANEXO A- Lista de Referéncia dos Reagentes (Laboratorio, Marca, cddigo, Cidade,
Pais)

6-dimetilaminopurina (6-DMAP)- Sigma- Aldrich, 076k1574, St Louis-USA
Estreptomicina- Sigma- Aldrich, S1277, St Louis-USA

Etanol- Quimibras Inddstrias Quimicas S.A.- Reagen- 10033, Rio de Janeiro- Brasil

FSH- Bioniche- Folltropin- Belleville- Canada

lodeto de Propideo Sigma, P-4170, St Louis-USA

LH Bioniche- Lutropin-V- Belleville- Canada

Meio 199 Bicarbonatado Sigma- Aldrich, M5017, St Louis-USA

Meio 199- Hepes Sigma- Aldrich, St Louis-USA

Oleo Mineral Sigma M-8410, St Louis-USA

PBS — Produzido no laboratério a partir da formula: NaCl (Merck 1.06404.1000) 0,8 g KCI
(Sigma, P-5405) 0,02 g Na2HPO4 (Sigma, S-0876) 0,115 g KH2PO4 (Sigma P-5379) 0,02 g
Agua Milli Q gsp 100 mL

Penicilina Sigma- Chemical CO, P3032, St Louis-USA

PVA Sigma- Chemical CO, P8136, St Louis-USA

Soro Fetal Bovino- Nutricell- Campinas- SP

Sulfato de Magnésio Sigma- Chemical CO, M2646, St Louis-USA

Trealose Sigma- Aldrich, T0167, St Louis-USA



ANEXO B- Lista de Referéncia dos Equipamentos (Laboratorio, Marca, Cidade, Pais)

Eletromanipulador - BTX, ECM 2001, Holliston, EUA
Microscopio de Fluorescéncia — Nikon, TE 300, EUA

Placa de Eletroporacgédo — BTX, 450, Holliston, EUA



